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خلاصه
مقدم�ه: در ای ــن مطالعه تأثیر س ــینرژیک دگزامتازون (axeD) و فراصوت با ش ــدت پایین 
(SUIL) بر تمایز اس ــتئوژنیک سلول های بنیادی مزانش ــیمی جدا شده از مغز استخوان موش 
(sCSMr) مورد بررس ــی قرار گرفت. فرضیة تحقیق، امکان وجود اثر سینرژیک دو عامل فوق 
بر القای تمایز استئوژنیک سلول های بنیادی در محیط آزمایشگاهی بود.
روش بررسی: دستگاه فراصوت با فرکانس 3zHM کالیبره شد. sCSMr از استخوان های 
ران و س ــاق پای موش جدا  ش ــده و کشت داده شدند. س ــلول ها با هدف خالص سازی تا پاساژ 
سوم پیش برده شدند. سلول های خالص شدۀ پاساژ سوم در دو گروه حاوی دگزامتازون با غلظت 
8-01 میلی مول و دگزامتازون و فراصوت با شدتWm / mc 5532 در مد پیوسته و در زمان 5 
دقیقه به صورت روزانه و تا 41 روز قرار گرفتند در حالی که گروه کنترل فقط دگزامتازون داشت 
و هیچ فراصوتی دریافت نکرد. آنالیزهای س ــنجش فعالیت آلکالین فسفاتاز و روش RCP-TR 
نیمه کّمی برای بیان ژن های آلکالین فسفاتاز، استئوکلسین و استئوپونتین به ترتیب در روزهای 
اول، دوم، سوم، پنجم، هفتم، نهم، یازدهم و چهاردهم بعد از تحریک انجام گرفت.
یافته ها: نتایج نش ــان داد که فعالیت آلکالین فسفاتاز در گروه فراصوت و دگزامتازون به طور 
معنی داری بیش ــتر از دگزامت ــارون ب ــود (500/p0≤) و آنالی ــز RCP-TR نیمه کّمی تفاوت 
معنی داری را در بیان ژن های تمایزی در دو گروه نشان داد (500/p0≤).
نتیجه گیری: این تحقیق بیان می کند که دگزامتازون و فراصوت کم توان در تمایز استئوژنیک 
CSMها یک اثر سینرژیک می باشد و امکان بقای سلولی را نیز افزایش خواهد داد.
واژه ه�اي کلی�دي: دگزامت ــازون، فراصوت کم توان، س ــلول های بنیادی مزانش ــیمی، تمایز 
استئوژنیک، اثر سینرژیک
51-8 .
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مقدمه
سلول های بنیادی مزانشیمی(sCSM) با هدف مهندسی بافت استخوان 
مورد اس ــتفاده قرار می گیرند. موفقیت اس ــتفاده از این سلول ها برای نیل 
به این هدف در گرو بهینه س ــازی مس ــیر تکوینی تمایزی و زیس ــتی این 
س ــلول ها قبل از اس ــتفادۀ آن ها برای پیوند است[1]. بسیاری از تحقیقات 
بنی ــادی و کلینیکی انجام ش ــده در این زمینه با اس ــتفاده از مواد، داروها، 
فاکتورهای رش ــد و دیگر کمیت های فیزیکی و ش ــیمیایی نش ــان دهندۀ 
توانای ــی این س ــلول ها برای تمایز ب ــه رده های مختلف س ــلولی و از جمله 
مهم تری ــن آن ها بافت اس ــتخوانی و نقش هریک از کمیت ها در پیش ــبرد 
و بهینه س ــازی مهندس ــی بافت استخوان بوده اس ــت[41-2]. محققان از 
مواد ش ــیمیایی زیادی برای القای تمایز در CSM ها اس ــتفاده نموده اند 
که از آن جمله می توان اس ــکوربیک اس ــید، گلیسرول فس ــفات، انسولین، 
دگزامتازون و ... را نام برد [6، 7، 01، 51 و 61]. در این میان مشکلی که 
همواره تحقیقات را تحت تأثیر خود قرار داده اس ــت، مرگ و میر س ــلول ها 
در اثر ش ــوک شیمیایی ناش ــی از محیط القای تمایزی استفاده شده بوده  
است [9و91-71]. از سوی دیگر بر اساس تحقیقات، دگزامتازون یک داروی 
ش ــیمیایی کلیدی گزارش ش ــده اس ــت که تأثیری پارادوکسی بر تمایز و 
قدرت بقای سلول ها دارا بوده است[4، 5 و32-02]. علاوه بر آن، این مادۀ 
شیمیایی بر تحریک استخوان سازی، سنتز پروتئین های مختلف استخوانی 
و از هم ــه مهم تر الق ــای گلیکوکورتیکوئیدها بس ــیار مؤثر گزارش ش ــده 
است[42]. با توجه به محدودیت های ذکر شده دست یابی به روش هایی که 
بازدهی تمایز را افزایش دهد و نیز توانایی حفظ جمعیت س ــلولی در آن ها 
حفظ ش ــود، از ارزش بالایی در مهندس ــی بافت و طب ترمیمی برخوردار 
خواهد بود. از س ــوی دیگر، فراصوت به عنوان یک کّمیت فیزیکی پرکاربرد، 
توانایی های خاصی را در القای مس ــیرهای زیس ــتی، افزایش توان زیستی 
و تکثیر رده های مختلف س ــلولی، پیش ــبرد و القای تمایز در س ــلول های 
 مختلف دارا می باشد[31، 41و 72-52]. این ابزار و کّمیت فیزیکی ارزان، 
در دس ــترس و تقریبا ًایمن گزارش ش ــده اس ــت[82] که آن را به ابزاری 
مطمئ ــن در مهندس ــی بافت تبدیل می کند. این تحقیق با هدف بررس ــی 
اثر امواج فراصوت و دگزامتازون بر القای تمایز اس ــتئوژنیک در سلول های 
sCSM طرح ریزی شده است.
روش بررسی
حیوان آزمایشگاهی:
تعداد 01 سر موش بزرگ آزمایشگاهی (taR) از نژاد ratsiW، جنس نر، 
با سن تقریبی 8 تا 21 هفته، از پژوهشکدۀ پاستور خریداری شد. حیوانات 
در ش ــرایط آزمایش ــگاهی و در حیوانخان ــه با غ ــذای دام و گرما و رطوبت 
 کنترل شده نگه داری شدند.                                                                      .
  کشت و جداسازی سلول های مزانشیمی:
حیوانات با اس ــتفاده از کلروفرم کش ــته ش ــدند و با اس ــتفاده از س ــت 
جراح ــی مخصوص حیوان ــات، اس ــتخوان های فمور و تیبیا ج ــدا گردید. 
بافت نرم اطراف آن ها در ش ــرایط اس ــتریل پاک ش ــد. س ــپس سلول های 
 مغز اس ــتخوان هر چهار اس ــتخوان با هم مخلوط ش ــد و در محیط کشت
.muideM laitnessE muminiM ’occebluD) MEMD 
(ynamreG .ocbiG محت ــوی 51درص ــد س ــرم جنی ــن گاوی SBF 
(ynamreG ,ocbiG)، 001 واحد بین المللی استرپتومایسین,ocbiG) 
 (ynamreG  و 001 واحد بین المللی پنی سیلین (ynamreG ,ocbiG) 
قرار گرفت. مغز اس ــتخوان از چهار اس ــتخوان دراز تیبی ــا و فمور به روش 
gnihsalF جدا شد و در یک لولة حاوی 31 میلی لیتر محیط MEMD 
و آنتی بیوتیک قرار گرفت. س ــلول های فوق پس از یک بار سانتریفوژ با دور 
0021 دور در دقیقه و به مدت 5 دقیقه سوس ــپانس ش ــدند و در فلاسک 
2mC57 ح ــاوی 21 میلی لیت ــر محی ــط MEMD و آنتی بیوتیک و 51 
درصد سرم جنین گاوی منتقل شدند و در شرایط 5 درصد 2OC و دمای 
73 درجة س ــانتی گراد و رطوبت اشباع کشت داده شدند. 84 ساعت پس 
از آغاز کش ــت، سلولهای غیرچسبنده با انجام تعویض محیط و شستشو با 
SBP دور ریخته ش ــدند و پس از آن محیط س ــلول ها هر 2 روز یک بار با 
محیط تازه به مدت 01 روز تعویض ش ــد. س ــلول ها پس از این دورۀ زمانی 
به منظور افزایش جمعیت سلولی پاساژ داده شدند.
پاساژدهی سلول ها:
پس از رس ــیدن جمعیت س ــلول ها به 08 تا 09 درصد از س ــطح ظرف 
کش ــت، آن ها به وسیلة محلول SBP شستشو داده شدند سپس با استفاده 
از آنزیم تریپس ــین (ynamreG,ocbiG,ATDE/nispyrT) سلول ها 
از کف ظرف جدا شدند. سلول ها به نسبت 1 به 3 مجددا ًکشت داده شدند. 
تابش فراصوت:
دستگاه فراصوت مدل )ynamreG ,i091 noitcayhP( با فرکانس 
zHM3 ب ــرای کاه ــش و حذف پدیدۀ حفره س ــازی انتخاب ش ــد[92]. 
کالیبراس ــیون منبع فراصوت با اس ــتفاده از روش فش ــار تابشی انجام شد. 
ش ــدت Wm / mc 5532  ب ــرای انجام طرح بر اس ــاس تحقیقات قبلی 
محققان انتخاب شد[31و41].
بررسی ماهیت بنیادی مزانشیمی سلول ها:
به علت اینکه تا به حال برای س ــلول های مزانش ــیمی موش مارکر خاصی 
شناس ــایی نشده است، در نتیجه برای اطمینان از ماهیت مزانشیمی بودن 
سلول ها از قابلیت تمایز آن ها به استخوان و چربی استفاده شد. سلول های 
پاساژ س ــوم برای بررسی ماهیت بنیادی مزانش ــیمی به دو ردۀ استخوان 
و چرب ــی در محیط ه ــای القاء تمایزی به مدت 12 روز تمایز داده ش ــدند. 
01            فصلنامه لیزر در پزشکی / دوره دهم / شماره  2، 3 و 4 بررسی  تأثیر سینرژیک دگزامتازون و  امواج فراصوت  با شدت  پایین در تمایز   ...
رنگ آمی ــزی آلیزارین قرمز و تکنیک RCP-TR ب ــرای ژن های آلکالین 
فس ــفاتاز، استئوکلسین و استئوپونتین برای بررس ــی تمایز به استخوان و 
رنگ آمی ــزی اویل قرمز و تکنیک  RCP-TR برای ژن های ،α-PBE/C 
α-RAPP ،γ-RAPP برای بررسی تمایز به چربی استفاده شد[41و03].
فراصوت و دگزامتازون:
در ای ــن تحقیق س ــلول های ب ــا محیط حاوی دگزامت ــازون Mm 8-01 
 کامل ش ــده با 51درصد س ــرم SCF تحت تابش امواج فراصوت با ش ــدت
2-mc.Wm 553  و فرکان ــس zHM3 در زم ــان تابش روزانه 5 دقیقه 
قرار گرفتند. این فرآیند به مدت 41 روز ادامه داشت و بررسی های سنجش 
فعالیت آلکالین فس ــفاتاز و RCP-TR نیمه کّمی برای بیان ژن های تمایز 
ب ــه اس ــتخوان در روزه ــای 1، 3، 5، 7، 9، 11 و 41 مورد اس ــتفاده قرار 
گرفت. در مطالعة حاضر س ــلول هایی که هیچ گون ــه تیماری (دگزامتازون 
 و فراصوت) دریاف ــت نکردند، به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته ش ــدند. 
   سنجش بیان آلکالین فسفاتاز:
در ای ــن روش از کیت س ــنجش آلکالین فس ــفاتاز 58.oN tcudorP( 
)HCIRDLA–AMGIS اس ــتفاده ش ــد. در این روش سلول ها ابتدا 
به وسیلة محلول فیکساتیو سیترات استن به مدت 03 ثانیه فیکس شدند و 
س ــپس به مدت 03 دقیقه در معرض محلول نمک دیازونیوم قرار گرفتند. 
س ــپس س ــلول ها دو بار با آب مقطر شس ــته و به مدت 3 دقیقه با محلول 
هماتوکس ــیلین رنگ شدند. سپس س ــلول ها به وس ــیلة میکروسکوپ فاز 
کنتراست مورد بررسی و شمارش به وسیلة نرم افزار J egamI قرار گرفتند. 
 میانگین نتایج با یکدیگر به وس ــیلة آزمون آماری tset-T مقایس ــه ش ــد.
  تست RCP-TR نیمه کّمی:
برای بررس ــی بی ــان ژن ه ــای تمایز ب ــه اس ــتخوان از پرایم ــر ژن های 
AB
C
شکل 1: A) رنگ آمیزی آلیزارین قرمز   B) رنگ آمیزی اویل قرمز   C) نتایج CP-TR
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آلکالین فس ــفاتاز، استئوکلس ــین و استئوپونتین اس ــتفاده شد. ژن مرجع 
HDPAG انتخ ــاب ش ــد. س ــلول ها در روزه ــای مورد بررس ــی از کف 
 ظ ــرف ج ــدا ش ــدند و ANR کل س ــلول های م ــورد نظر با اس ــتفاده از
(narheT ,neganiC) sulP -XNR و مطاب ــق  ب ــا  پروت ــکل  ای ــن 
ش ــرکت جداس ــازی ش ــد. س ــپس ANDc تک زنجیره ای ب ــرای -TR
"RCP با اس ــتفاده از پرایم ــر (td) ogilo و آنزیم ترانس کریپتاز معکوس
,2261K(tiK sisehtnys ANDc dnartS tsriF diA treveR[ 
])UE ,satnemreF تهی ــه ش ــد و در ادامه واکنش RCP انجام گرفت 
[41].  
یافته ها
بررسی ماهیت سلول های مزانشیمی:
برای بررسی ماهیت سلول های مزانشیمی از تمایز آن ها به دو ردۀ استخوان 
و چربی استفاده شد. سلول های پاساژ سوم به راحتی به دو رده تمایز یافتند. 
نتایج رنگ آمیزی و RCP-TR مؤید این مطلب است(شکل 1).
بررس�ی ش�اخص های تمایز به اس�تخوان پس از تأثیر ام�واج فراصوت 
سنجش بیان آلکالین فسفاتاز:
مقایسة نتایج رنگ آمیزی آلکالین فسفاتاز در دو گروه نشان داد که میزان 
بیان آلکالین فسفاتاز در گروه فراصوت در تمامی روزها اختلاف معنی داری 
را با گروه کنترل دارد. تش ــکیل ندول های آلکالین فسفاتاز مثبت در گروه 
فراصوت زودتر، تقریبا ًدر همان روز اول شروع می شد و این در صورتی است 
که تشکیل این ندول ها در گروه کنترل تقریبا ًاز روز پنجم شروع می شود. 
 مقایس ــة دو گ ــروه اختلاف معنی داری را نش ــان می ده ــد (500/0≤p).
نتایج RCP-TR نیمه کّمی
مقایس ــة نتای ــج در گ ــروه فراص ــوت و کنت ــرل در مورد تمام ــی ژن ها 
اخت ــلاف معنی داری را می ــان دو گروه فراصوت و کنترل نش ــان می دهد. 
ژن آلکالین فس ــفاتاز درگروه فراصوت در مقایس ــه با گ ــروه کنترل دارای 
اخت ــلاف معنی داری در میزان بیان اس ــت (500/0≤p). مقایس ــة میزان 
بیان ژن استئوکلس ــین در دو گروه حاک ــی از این مطلب بود که فراصوت 
 باع ــث افزای ــش معن ــی داری در بی ــان این ژن نس ــبت به گ ــروه کنترل
می شود(500/0≤p ). بیان ژن استئوپونتین نیز تحت تأثیر امواج فراصوت 
افزایش معنی داری را نسبت به گروه کنترل در این گروه آزمایشی از خود 
نشان داد(500/0≤p).
نمودار 1: بیان آلکالین فسفاتاز در اثر فراصوت و دگزامتازون (500/0≥p =*)
نمودار 2: میزان بیان آلکالین فسفاتاز در بین گروه های آزمایشی (500/0≥p =*)
نمودار 3: میزان بیان استئوکلسین در بین گروه های آزمایشی (500/0≥p =*)
نمودار 4: میزان بیان استئوپونتین در بین گروه های آزمایش�ی (500/0≥p =*)
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بحث و نتیجه گیری
دگزامت ــازون یک هورمون گلوکوکورتیکوئید اس ــت ک ــه می تواند تمایز 
استئوژنیک س ــلول های بنیادی مزانشیمی انس ــان را تنظیم کند و سبب 
افزای ــش فعالیت آلکالین فس ــفاتاز می گ ــردد. مقادیر پایی ــن دگزامتازون، 
اس ــتئوژنزیز را الق ــاء می کن ــد در حالی ک ــه مقادی ــر ب ــالای آن عملک ــرد 
استخوان س ــازی را مهار می کند[13]. تغییرات سلولی از قبیل تغییراتی در 
حرکت و تحریک س ــنتز و ترشح می تواند به وسیلة امواج فراصوت با شدت 
پایین که در اصل یک اثر غیر حرارتی می باشد، القاء شود. به نظر می رسد که 
این تغییرات با تغییراتی در نفوذپذیری غش ــاء پلاسمایی سلول ها و انتقال 
یون ها و مولکول ها در عرض آن همراه است. همچنین در تحقیقاتی نشان 
داده شده است که نه تنها مس ــیرهای انتقال غشاء سلولی بلکه مسیرهای 
خارج س ــلولی نیز تحت تأثیر این امواج ق ــرار می گیرند. البته باید در نظر 
داشت که اگر چه تغییرات غشایی از نظر درمانی ارزشمند هستند، ولی اگر 
این تغییرات در طول تکوین رخ دهند ممکن است اثر های معکوس داشته 
باشند. معمولا ًتعیین شدن به دنبال بیان انتخابی ژن ها و تمایز رخ می دهد 
که سبب افزایش پیچیدگی در ساختار می گردد. اثر سینرژیک دگزامتازون 
و امواج فراصوت با شدت پایین برای تمایز استئوژنیک سلول های بنیادی 
مزانشیمی تا کنون مورد بررسی قرار نگرفته است. 
در تحقی ــق حاض ــر، بیان آلکالین فس ــفاتاز در هر دو گروه نش ــان دهندۀ 
توانایی دگزامتازون به تنهایی در پیش ــبرد تمایز استئوژنیک در CSM ها 
می باش ــد. نتایج نش ــان می دهند که با افزودن فراص ــوت در تمامی روزها 
بیان آلکالین فس ــفاتاز چه در مقیاس س ــلولی و چه در سطح ژنی افزایش 
معنی داری را درپی خواهد داش ــت. این فرآیند را می توان به عنوان یک اثر 
س ــینرژیک دانست زیرا در تحقیق دیگری که انجام گرفته است، فراصوت 
به تنهایی توانایی برانگیزش بیان آلکالین فسفاتاز را در سطح سلولی و ژنی 
دارا می باش ــد[41]. بیان دیگر ژن های مس ــیر تمایزی استئوژنیک در این 
طرح تأییدی بر توانایی دگزامتازون به عنوان فاکتور کلیدی تمایز می باشد 
و نیز اثر س ــینرژیک فراصوت با آن را در این فرآیند خاطر نش ــان می کند. 
جالب توجه است که با افزایش القای تمایز در اثر این سینرژیک، سلول ها 
از کف ظرف کنده نشدند و مرگ و میر سلولی در تمام طرح مشاهده نشد.
در س ــال 8991، REDURB و همکاران نش ــان دادند که س ــلول های 
CSM قابلی ــت تمایز ب ــه رده های مزودرمی از جمله اس ــتخوان، غضروف، 
تاندون، عضله و چربی را دارا می باش ــند[23]. یکسال پس از وی در سال 
9991، miK و هم ــکاران در مقاله ای اثر داروی دگزامتازون را بر تکثیر، 
فعالیت و ترشح سایتوکاین ها در س ــلول های استرومال استخوانی بررسی 
نمودند و نش ــان دادند ک ــه دگزامتازون مکانیس ــم گلوکوکورتیکوئیدها را 
فعال می کند و عامل اساس ــی س ــاخت ماتریس خارج س ــلولی استخوانی 
خواهد ش ــد[22]. در همان سال، iroM و همکاران توانایی دگزامتازون را 
در دیگر تمایزهای CSM ها نش ــان دادند[32]. غلظت بهینة دگزامتازون 
ب ــرای الق ــای تمایز توس ــط hslaW در س ــال 1002 انتش ــار یافت ولی 
غلظت ه ــای اش ــباع این م ــاده را ممانعت کنندۀ تمایز عن ــوان نمود[51]. 
تحقیق ــات محقق ــان دیگر نش ــان دهندۀ تأثی ــر کلیدی دگزامت ــازون در 
فرآیندهای تمایزی س ــلول های بنیادی می باشند [11-7، 61و 53-33]. 
بنابراین بدون دگزامتازون تمایز س ــلول های بنیادی مزانش ــیمی به سمت 
دودمان اس ــتئوژنیک به سختی انجام خواهد ش ــد که این نتیجه به وسیلة 
کاهش فعالیت PLA نشان داده شد(نمودار1و2). این مشاهده ها پیشنهاد 
می کند دگزامتازون یکی از تنظیم کننده های اصلی در تمایز اس ــتئوژنیک 
می باشد.
در س ــال 0891، nampahC و هم ــکاران نش ــان دادن ــد که فراصوت 
توانای ــی افزایش ترش ــح س ــایتوکاین ها را دارا می باش ــد[63]. ybayR و 
همکاران گزارش نمودند که فراصوت در مد پالسی توانایی افزایش کلسیم 
درون س ــلولی را دارا می باشد و بسیاری از مسیرهای سیگنالینگ سلولی را 
پیش می ب ــرد[93-73]. تحقیقات دیگر محقق ــان بیانگر توانایی فراصوت 
کم توان در القاء و پیش ــبرد تمایز در سلول های بنیادی می باشد[41و 44-
04].
به نظر می رسد این فرآیند که با دو عامل یکی فیزیکی و دیگری شیمیایی 
رخ داده علاوه بر القای تمایز بر قابلیت بقای sCSM نیز مؤثر بوده اس ــت 
که خود دس ــتاورد بزرگی در مهندسی بافت به شمار می آید. در نهایت این 
تحقیق قویا ًبیان می کند که اثر سینرژیک دگزامتازون و فراصوت کم توان 
در تمایز استئوژنیک sCSM یک اثر سینرژستیک می باشد و امکان بقای 
سلولی را نیز افزایش خواهد داد.
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